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  2。2．2 供試菌株の培養法
  2．2．3 発光光度および増殖の測定
  2．2．4 抗生物質存在下における海洋性発光細菌の発光光度の影響
  2．2．5S． sp．02HA－5－1株の16S rRNAと生理・生化学的性質およびDNA－DNA







  3．2．2 融合株からの発光遺伝子の検出





















 5。2． 5VBNC状態に陥ったS． moodyi O2HA－5－1株および大腸菌のプロトプラ
















































































                     タカラバイオ



























































































































































































































































































 Vibrio fisoheri O10Q2－1－4株、 V． harveyi OIAM－5－3－27株、




2．2．5 S． sp．02HA－5－1株の16S rRNAと生理・生化学的性質および
DNA－DNAハイブリダイゼーションによる同定
































に20μ1のHi－Di Formamide（Applied Biosystems）を加え、 ABI PRISM’310
Genetic Analyzer（Applied Biosystems）の操作方法に従って塩基配列の
解析を行い、CLC Free Workbench（CLC bio）ソフトを用いて系統図を作成
した。































































































































に、本株はSh e m∂nθll∂vao o dyiと98．85％の高い相同性を示した。また、

















































































海洋性発光細菌   大腸菌



























































































































Tab l e 2．11発色基質溶液（TMB）組成
3，3‘，5，5’一テトラメチルベンジジン 1mg
ジメチルスルポキシド（DMSO）   1ml
クエン酸           0．1M
リン酸水素ナトリウム      0．2M




























































            PEG添加前のプロトプラスト数）×100（％）
＊＊ ﾄ生培地での再生率＝
  （再生培地で増殖したコロニーの数／
            PEG添加前のプロトプラスト数）×100（％）
＊＊＊ Z合株の回収率＝
  （再生後に親株と異なる性質を持つコロニーの数／






















Amp （25 Kz g／ml）
 KM （25 xL g／ml）
 SM （25 IL g／ml）
 VM （25 xx g／ml）
 EM （25 pt g／ml）
 FN （12 LL g／ml）
 PM （25 IL g／ml）
 GM （25 pt g／ml）
 OM （25 lt g／ml）
CTX （25 pL g／ml）
CEX （25 lt g／ml）



































































  ゆ        くう  ァンフン
有機酸の資化性（1％）




   酢酸
   ギ酸
   酒石酸

























＊  ＋陽性、 一陰性
34






















   発光性
   0－Fテスト
  NaCl而寸’1生 （％）
抗生物質耐性（μg／mD
     KM
     SM




















































































































y ＝． O． 0279x ＋ 1． 3171
   R2 ＝ o． 884
o 10 20 30














y ＝ 0．3503x ＋ 0，5225






















 ●5～sp．02HA－5－1株◆V． fisoheTi O10Q2－1－4株
 ．V． harvθyi OIAM－5－3－27株▲P．1eiogn∂thi OIKO－4－1株





























 5二ろemanθ一1－1∂ 〃りodyi O 2HA－5－1
Shepvanella pvoodvi ATCC 51908




                Esohe■ゴ。乃i、ヨ ooli JCM164gT
Sheurafle17a fidelia KMM 3582T
Sh e man e 17a ． iapon i ca KMM 3582
Shθmanθ11、ヨ、ρ刀θ乙tm、ヨtop，ろ。－zゼ SCRC 2738
 S，ろθmanθ11a 8：θ．1 idiua∬ゴ刀、ヨSE 25
Sh e〃pan e 1－1a 5乙1■・乙4≦Ja en sis C959
Sh e man e 77a uraksmanii KMM 3823
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 プライマL一一一 S． w－1uxA－F－262およびS．w一・1・u．￥A－R－832から増幅した遺伝
子断片についてABI PRISM BigDye Terminator v1．1Cyc！e Sequencing Kit


















































































































   lux－F ACACAAGCTTCTACTGGATCAAATGTCAAAAGGACG
   lux－R AAAAGGATCCTCAGAACCGTTTGCTTCAAAACC
Shemanθlla〃ooめゴプライマー
   S， w－luxA 一F－262 ACACAAGCTTGAAGATCTCTTATTACTGGATCAGC
   S， w－luxA 一R－832 AAAAGGATCCCTCGCCATTGGCCTTTGTGGTAG
プラスミドpUC 18／19のMCS増幅プライマ・一一・・
   P5 CAGGAAACAGCTATGAC   P3 CCAGTCACGACGTTGTA
Inverse PCRプライマー
   luxA 一F－573 CAGTTGGATCATCCCAAC
   luxA 一R－299 CGACCTTTAGAAAGTTGATCC
   luxA 一F－810 CTACCACAAAGGCCAATGGCGAG
   luxA 一F－740 GTATGCCGTGCCTTCCTAAC
プライマーウォーキング法で使用したプライマー
   luxC－R－431 GTAAGTGAACGCTTCTCC
   luxC－R－997 GCACTCCTTGTCAGTAAG
    IuxC－F－1364 CAACCAAAGATGTCGCTGTC
    luxB－F－164 GTGCACCAATCACTGCAG
   luxB－F－497 GTGAGAATGGACCTGAAC
    luxB”Fm939 CATTGATATGGTTAACCA
    luxE－F－300 GTACACAAGTAGCGGTAC
    luxE－F－658 CGTATTGAGCTAAATGCAGG
    luxE－F－1020 GGCACCTGATCTATATCC
発光遺伝子挿入状況確認プライマー
    IuxB－R－981 AAAAGGATCCGATCGTCAATTTCTGAACTTGC
    luxA 一F－1 ACACAAGCTTCAGTCAGTAACAAAGGCCG
    luxD－F－355 GCCAGAATAGCCTATGATGTCG
























































































02HA－5－1 2－47 5－186－12 6－136－24 JCM164gT
鵠
  グラム染色＊
   コロニー形
 カタラーゼテスト
オキシダーゼテスト
    発光性
   0－Fテスト
  NaCl耐性（％）
抗生物質耐性（μg／ml）
     KM
     SM



















































＊＋陽性 、 一陰性 ； T透明 、 W白色、半透明 ； A好気性 、 F通性、嫌気性
GAAGATCTCTTATTACTGGATCAACTTTCTAAAGGTCGTTTTAACTTTGGGGT









                                 －                                      luxA－R－740
ACCAATTGGTATGACTCATATGTTAATGCCACCAATATATTTAATGACAGTAA
TCAAACTCGTGGCTACGACTACCACAAAGGCCAATGGCGAG
                        ／uxノ望一F－810
Fig．3．11uxAの部分配列と使用したプライマー
59
    アルデヒド合成酵素      ルシフェラーゼ   アルデヒド合成酵素











  一S． w－luxA－R－832 一lux3R－981g







































































































       591 bpR： S． w－luxA－R－832
F： S． w－luxA－F－262       1978 bpR： lurB－R“981
F： lurA－F－1
R： S．w－lu，rA－R－s32 1046 bp
F： luxD－F－355       1450 bp
R： S． w－luxA－R－832
発光細菌  2－47株  5－18株   6－12株  6－13株  6－24株  大腸菌
（E） E： ｛uxCzF－8．22n AAA 2440 bp














































































































































































































































発光細菌 （遠心力×9） 大腸菌 （遠心力 ×9）
添加脂肪酸
0 2，200 5，0008，900 20，100 0 2，2005，000 8，90020，100
無添加 十＋＋ 十 一 一 一 十十 十十 一 一 一
斗クタン酸 十十 一 一 一 一 十 一 一 一 一
デカン酸 十十十 十十 十十 十十 十十 十 十 一 一 一
パルミチン酸 十十十 十十 十十 十十 十十 十十 十十 一 一 一
リノール酸 十十十 十 十． 一 一 十十十 十十十 十十十 十十 十十
リノレン酸 十 一 一 一 一 十十十 十十十 十十 十十 十十
オレイン酸 十十十 十十 十十 十十 十十 十十 一 一 一 一
EPA 十 一 一 一 一 十十 一 一 一 一

































    －62．3×10
1． 1×lo’5
8． 4×lo－7
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聖      EPA （C20：5）
   リノレン酸（C18：3）














聖      EPA （C20：5）
   リノレン酸（C18：3）
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 誘導培地に8種類の金属（CuSO4・5H20、 FeC12・4H20、 FeC13・6H20、 ZnSO4・












































































































































    －51． 0× 10
＊融合率＝（親株と異なる性質を持つコロニーの数／PEG添加前のプロトプラスト数）×100（％）
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Fig．5，2 pH 7． oにおけるshθuranθila uroodyi o2HA－5－1株の生菌数および全菌数の烈日的変化 （●：生菌数、○：全命数）
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      St． 1伊豆半島
































































































































































































































































































































Amp＊ TC“ EM＊ NB＊ CEX“ KM SM VM
     St． 7
     St． 8
東京湾  St．9
     St． 10
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y＝8 × 10－8Ln （x）一3 × 10－7





   10i 102 103 104 105 106
           全菌数＊
両隣数＝形質転換に用いたGFP標識大腸菌数＋
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